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摘要 : 布 氏 田鼠 (MMicrotus brandei) 随机 分 组 暴露 在 冷 环 境 [12L:12D, (4+2)T] 中 12h, 1d, 3d, 74, 
14d, 214 和 28d; 对 腿 组 生活 在 温暖 环境 下 [I2L:12D, (2522)'0]o 5o UB EE, de GEH BLESS HS CL DE T 4 
£ (BAT) 重量 在 冷 暴露 12 h -3d 时 降低 . 7-214 时 虽 增 加 。7 ~ 28 d 冷 暴 起 组 动物 的 BAT 总 蛋白 和 总 DNA 
会 量 均 比 对 照 组 明显 提高 。 冷 环境 中 的 布 天 田鼠 解 偶 联 蛋白 (UCP) 的 mRNA 随时 间 的 延长 而 表达 上 调 ， 在 冷 
暴露 214 时 达到 高 峥 。 结 果 表 明 ， 冷 暴露 能 名。 诱导 布 天 田鼠 BAT 细胞 增补 和 UCP 基因 表达 ， 从 而 使 适应 性 产 


热 增加 。 


XU: 布 氏 田鼠 ; 冷 台 化 ; 适应 性 产 热 ; DNA; UCP mRNA 
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3EWRFLYET- 3 ( nonshivering thermogenesis , NST) 
对 喘 齿 类 在 冷 环 境 下 的 生存 是 必需 的 。 褐 色 脂 肪 组 
织 (brown adipose tíssue, BAT) 是 哺乳 动物 NST 发 生 
的 主要 部 位 ,NST 能 力 的 变化 与 BAT 的 产 热 功能 密 
切 相 关 。BAT 产 热 的 功能 基础 是 位 于 线粒体 内 障 
上 的 特异 性 质子 转 导 和 蛋白 - 解 惕 联 和 蛋白 (uncoupling 
protein, UCP)。 UCP 主要 存在 于 BAT 线粒体 内 膜 
上 ,促进 质子 的 跨 膜 传 送 , 从 而 使 呼吸 链 生 物 氧化 所 
产生 的 跨 膜 质子 梯度 以 热 的 形式 耗 散 , 而 使 氧化 磷 
酸化 解 偶 联 。 冷 暴露 过 程 中 ,在 交感 柿 经 支配 下 , 通 
过 BAT 细胞膜 上 的 B 肾 上 腺 能 受 体 (其 中 主要 是 S 
型 受 体 ) 的 激活 而 诱导 UCP 基因 表达 (Bukowiecki et 
al . ,1981; Bouillaud et a4. ,1985) ,进而 使 UCP 合成 
增加 ,BAT 产 热 增加 。 

布 氏 田鼠 《Microtus brandi) 是 生活 在 夏 炎 热 
冬 严 塞 的 内 蒙古 草原 的 优势 鼠 种 。 布 氏 田 鼠 喜 好 冷 
项 、 多 根 燕 丰富 的 环境 ， 多 姐 间 活动 ， 繁 殖 力 强 ， 
有 季节 性 迁徙 或 扩散 的 习性 。 有 关 布 氏 田 鼠 的 研究 
已 有 许多 报道 ， 如 : 分 布 及 其 与 植被 和 水 热 条 件 的 
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及 褪 黑 激 素 对 其 产 热 的 影响 (fe RETE SE, 1995, 
1998) 等 。 以 前 的 研究 表明 ， 在 冷 环 境 下 ， 布 氏 田 
鼠 基 础 产 热 与 NST 均 增加 ， 线 粒 体 呼 吸 、 呼 吸 酶 
与 代谢 酶 的 活力 也 升 高 ( 李 庆 芬 等 ,1994a,1994b) 。 
本 文 在 此 基础 上 ， 试 图 从 分 子 水 平 上 进一步 探讨 布 
氏 田 鼠 在 冷 环境 下 的 适应 性 产 热 变化 ， 有 助 于 揭示 
生物 对 其 生存 环境 的 适应 机 制 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 动物 

布 氏 田鼠 捕 自 内 蒙古 太仆寺旗， 在 我 们 实验 动 
物 房 饲养 繁殖 ， 吸 以 标准 免 饲 料 和 鼠 饲 料 ， 光 照 为 
12L:12D。 实 验 进行 于 1999 年 10 ~ 12 月 ,选取 50 
只 上 峻 雄 各 半 、 体 重 在 30 ~ 40g (平均 体重 为 34.98 
g) 的 布 氏 田 鼠 ， 单 笼 饲养 ， 水 食 自给 。 实 验 分 为 
对 照 组 [(25+2) 和 ] 和 低温 组 [(422)C]; 低温 
iH X Aki EBERT [84S 7 2H, IIS 12h, 1d, 3 
d, 7d, 14d, 21d, 28d, 每 组 动物 均 为 肉 雄 各 
半 。 冷 暴露 结束 后 ， 断 颈 处 死 动 物 ， 取 BAT， 制 
备 匀 浆液 ， 进 行 蛋 白 、DNA 和 UCPmRNA 含量 的 
测定 。 
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1.3 蛋白 含量 的 测定 

按 Folin-phenol 方法 。 以 牛 血 清和 蛋白 为 标准 ， 
配制 成 不 同 深度 的 牛 血清 蛋白 洲 液 ， 用 分 光 光 度 计 
测定 500 nm 的 OD 值 ， 制 作出 标准 曲线 。 用 同样 
的 方法 测定 样品 的 500 nm 的 OD 值 ， 在 牛 血清 蛋 
白 标准 曲线 上 查 出 样品 的 蛋白 含量 。 
1.3 DNA 含量 的 测定 

按 二 苯胺 显 色 法 测定 ， 以 小 牛 胸腺 DNA 为 标 
准 。 用 不 同体 积 的 DNA 标准 湾 液 加 蒸 饮 水， 配制 
成 不 同 浓度 的 DNA 溶液 ,加 入 二 芋 胺 试剂 ,在 
595 nm 处 比 色 测定 ， 绘 制 出 标准 曲线 。 用 同样 方 
法 测定 样品 ， 从 标准 曲线 上 查 出 样品 的 DNA 含量 。 
1.4 UCPmRNA 含量 的 测定 

RNA 的 提取 参照 Chomezynski et a2. (1987) E 
方法 ,然后 把 RNA 样品 和 PCR 缓冲 液 . 反 转录 酶 混 
侣 后 在 42% 下 反应 60 min, 获 得 cDNA ,再 加 入 PCR 
缓冲 液 Tag 酶 .引物 .dNTP 扩 增 30 个 周期 ,最 后 取 
部 分 PCR 产物 ,进行 琼脂 粮 凝 胶 电 泳 ,紫外 观察 , 拍 
照 ,扫描 分 析 。 
1.5 数据 分 析 

首先 采用 K-SCNORMAL) 检验 ,验证 数据 为 正 
态 分 布 。 然 后 采用 ANOVA 检验 或 ONE-WAY ANO- 


VA 检验 ,检测 样本 各 组 间 的 差异 性 。 数 据 采 用 平 
均值 + 标准 误 (Mean + 5E) 表 示 。P < 0.05 被 认为 
差异 显著 。 


2 结 果 


2.1 BAT 重量 的 变化 

冷 暴 露 12h~3d， 布 氏 田 鼠 BAT 的 重量 和 
BAT 重量 占 体重 的 百分比 均 比 对 照 组 有 所 下 降 ， 
而 7~21d 的 冷 暴 露 ， 其 重量 比 对 照 提 高 ，21 d 时 
达到 高 峰 ，28d 时 又 下 降 到 对 照 组 水 平 ( 表 1)。 
2.2 BAT 总 蛋白 含量 的 变化 

冷 暴 十 12h~3d， 布 氏 田 鼠 BAT 的 总 蛋白 会 
量 与 对 照 组 无 明显 差异 (P >0.05), 而 7~28d 的 
冷 暴露 ，BAT 中 总 的 蛋白 会 量 比 对 照 组 明显 增加 
(P«0.05) ( 表 2)。 
2.3 BAT 中 总 DNA 含量 的 变化 

冷 暴 露 12h~3d,， 布 氏 田 鼠 BAT 组 织 中 的 总 
DNA 含量 与 对 照 组 无 明显 差异 (P >0.05), 而 7 
~ 28d 的 冷 暴 露 ， 布 氏 田 和 鼠 BAT 组 织 中 的 总 DNA 
会 量 比 对 照 组 明显 提高 (P <0.05)， 且 高 峰 出 现在 
冷 暴 露 21 d 组 ， 比 对 照 增长 了 58%。( 表 2) 
2.4 BAT 中 UCP mRNA 含量 的 变化 


X1 怜 暴 圳 对 布 氏 田 寻 BAT 重量 和 尊 重 的 影响 
Table 1 Effects of cold exposure on the weight of BAT [WeaT) and weight of body (Wb) in Brandt's voles 


组 别 (group) 样本 数 (sample size) BAT € Bg (Wear) 体重 {Wb) /g BAT 重 / 体 重 (Wat Wb) 
Xf8K (control) 4 0.450 0.036 37.200 € 2.250 1.170 x 0.049 
X? 12h (cad-12h) 4 0.360 « 0.019 33.300 € 1.610 1.090 + 0.043 
9$ 1d (oold-1 d) 4 0.330 x 0.021* 32.500 + 1.890* 1.030 0.036 
9$ 3d (oold-3 d) 4 0.400 € 0.022 36.700 « 1.380 1.080 € 0.078 
V 7d (cold-7 d) 5 0.490 x 0.046 36.600 x 1.180 1.350 x 0. 103 
?$ 14 d (cald-14 d) 5 0.500 x 0.043 31.600 « 0.400* 1.570 £0. 114* 
E 21d (cald-21 4) 6 0.560 € 0.019* 33.100 « 1.160* 1.700 € 0.034* 
E 28d 《cald-28 d) 7 0.430 « 0.026 38.100 € 0.550 1.140 £ 0.076 


* P<0.05， 与 对 照 组 比较 (compared with control); 


家 2 冷 暴 圳 对 布 氏 田 时 BAT 总 蛋白 含量 和 总 DNA 含量 的 影响 
Table 2 Effects of cold exposure on the total protein and DNA content of BAT in Brandt's voles 


组 别 总 收 白 《total protein) && DNA {tatal DNÀ) 
(group) S /mg:g (conten) 样本 数 (sample size) — S NE/mg:g- (contem). 样本 激 (sample size) 
XPHR (oontrol) 202.50 € 12.28 4 258.40 € 16.07 4 
YF 12h (cold-12 h) 188.80 + 7.97 4 251.50 x 10.20 4 
Mt 1d (cold-1 d) 231,50 € 11.33 4 217.00 + 7.94 4 
Yt 3d (cold-3 d) 235.00 € 12.96 4 243.00 x 11.73 4 
Vt 7d (cold-7 d) 250.00 « 13.04 5* 337.10 £ 20.29 4" 
** 14d (eold-14 d) 243.00 « 10.99 6* 334.70 t 18.87 5" 
YF 21 4 (cold-21 d) 250,70 x 11.68 6* 407.90 x 24.98 4" 
WV 28d (cold-28 d) 253.70 x 16.64 2* 316.70 € 11.42 4" 


x 忆 <0.05、 与 对 腿 组 比较 (compared with control) « 
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图 1 冷 暴露 对 程 中 布 氏 田鼠 BAT 中 UCP mRNA 的 含量 变化 
Fig. 上 Changes of UCP mRNA in BAT of Brandt's voles during cold exposure 
C; control; M; marker; a.UCP mRNA 的 电泳 图 (electrophoretogram of LCP mRNA): b. 近 撒 定量 ， 纵 坐标 为 相对 单位 (quantificanon 


by density scanning. ordinate shows relative units) ; 


布 氏 田鼠 BAT 中 UCP mRNA BE RE, des 
露 12h 时 增加 26% ， 随 着 冷 暴 圳 时间 的 延长 、 含 
量 逐 淅 增加 ，21 d 时 达到 一 个 高 峰 ， 为 对 照 的 4.51 
f&,28 d 时 有 所 下 降 , 但 仍 为 对 照 的 3.74 售 (图 1)。 
3 讨论 

环境 温度 是 导致 哺乳 动物 NST 能 力 变 化 的 主要 
原因 之 一 。 冷 环境 可 以 诱导 动物 NST 能 力 发 展 
(Gettinger et al.. 1985) ， 刺 激 BAT 的 增长 及 产 热 
活性 增加 (Himms-Hagen, 1989), BAT 的 增补 是 提 
高 产 热能 力 的 过 程 ， 主 要 包括 细胞 增殖 ， 分 化 、 线 
粒 体 生 成 与 UCP 表达 的 增加 。 动 物 在 冷 适 应 过 程 
中 ，BAT 进行 增补 〈 叶 承 祖 等 ，1994)。 布 氏 田 鼠 
在 12h 到 28d 的 冷 暴露 中 、BAT 的 重量 呈现 先 下 
降 后 增加 的 变化 趋势 ， 这 与 长 爪 沙 鼠 〈 蔡 理 全 等 ， 
1998) 的 变化 趋势 相同 。 表 明 急 性 冷 刺 激 时 ， 布 氏 
田鼠 产生 应 激 反 应 ， 消耗 BAT 中 储 积 的 脂肪 ， 进 
行 产 热 ， 维 持 恒 定 的 体温 、 致 使 BAT 重量 下 降 ; 
随后 以 BAT 重量 的 增长 ， 维 持 产 热 、 以 适应 冷 环 
JE. (E BAT 重量 增长 过 程 中 ， 从 7d 到 21 g 逐渐 增 
加 ， 且 在 21d 时 达到 最 高 。 说 明 动 物 对 冷 环境 有 一 
个 逐渐 适应 的 过 程 。 

布 氏 田鼠 冷 暴露 过 程 中 ，BAT 的 总 蛋白 含量 ， 
除 12h 有 所 下 降 外 ， 从 1d 开始 就 逐渐 增加 ， 到 ?7d 
时 增加 到 显著 性 水 平 ， 而 后 保持 在 7d 的 水 平 上 。1 
d, 3d, 7d，14d，21d 和 ?28d 的 蛋白 含量 分 别 为 
对 照 的 1.14、1.16、1.23、1.20、1.24 f 1.25 f&. 
说 明 BAT 的 蛋白 含量 对 冷 暴 露 的 反应 较为 灵敏 。 
在 青藏 高 原 栖 居 的 根 田 鼠 中 ， 冷 台 化 1d9, 7d 和 21 
d 的 蛋白 含量 为 对 照 的 1.09、1.19 41 1.04 fit (E 


德 华 等 ，1996)。 可 以 看 出 ， 这 两 种 田鼠 科 动 物 对 
冷 暴 露 有 相似 的 变化 ， 其 蛋白 的 增长 率 均 低 于 高 原 
上 生活 的 高 原 鼠 兔 冷 暴露 后 的 增长 率 〈 柳 劲松 等 ， 
1996)。 

哺乳 动物 中 同一 物种 的 每 个 二 倍 体 细胞 内 的 
DNA 含量 都 是 相同 的 、 因 而 BAT 中 总 的 DNA 含量 
的 变化 ， 反 映 了 BAT 中 总 细胞 数量 的 变化 。Mory 
et al. (1981). 的 研究 发 现 ， 成 年 大 鼠 在 冷 暴 露 中 ， 
BAT 的 DNA 含量 增长 1.93 倍 ， 而 在 Triandafillou et 
al. (1983) 的 研究 中 ， 大 鼠 在 低温 环境 中 BAT 的 
DNA 含量 增长 1.4 倍 。 尽 管 两 者 增长 倍数 稍 有 差 
异 ， 但 都 表明 冷 环境 诱导 了 BAT 细胞 增生 。 布 氏 
EH RUSSE 7d, Il4d, 21d 和 28d， 总 DNA & R 
明显 增加 ,分别 为 对 照 的 1.30，1.30，1.58 和 
1.23 倍 。 表 明 冷 暴露 能 够 诱导 布 氏 田鼠 BAT 细胞 
增生 ， 这 与 上 述 实验 大 鼠 的 结果 一 致 。 

UCP 是 BAT 的 标记 分 子 。 将 UCP 单独 插入 普 
通 线粒体 足以 引发 解 偶 联 呼吸 ( 叶 承 祖 等 ，1994)， 
说 明 UCP 是 BAT 解 偶 联 呼吸 产 热 的 核心 因素 。 
UCP 的 数量 标志 着 BAT 的 产 热能 力 ， 冷 暴露 等 适 
宜 刺 激 可 以 很 快 使 UCPmRNA 增加 (Bovillaud et 
al .，1985)。 当 动物 暴露 于 冷 环境 时 ，2 种 主要 的 
过 程 被 激发 : 名 成熟 的 BAT 细胞 中 UCP 的 迅速 表 
ik; 加 不 表达 UCP 的 BAT 前 体 细胞 增殖 ， 并 分 六 
为 表达 UCP 的 成 熟 细 胞 (Bukowiecki，1986)， 说 
明 冷 刺激 信号 通过 双重 机 制 诱导 了 BAT 产 热 活 性 
的 迅速 提高 。Nizielski et a. (1995) 在 多 纹 黄 鼠 
( Spermophilus tridecemlineatus ) 的 研究 中 发 现 : 5 月 
份 冷 暴露 使 线粒体 UCP 基因 表达 增加 4796, B - 
actin 基因 表达 水 平 则 不 受 冷 暴露 的 影响 ， 表 明 冷 暴 
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露 对 UCP 基因 表达 有 特异 的 影响 。 大 鼠 【Peachy et 
al., 1988) 和 小 鼠 (Milner et al .，1989) 冷 暴露 
24h, UCP 明显 增加 ， 可 达 2.2 悦 。 继 而 ， 在 持续 
3 周 的 冷 暴露 中 ，UCP 浓度 会 继续 增加 ， 有 可 能 比 
驯化 在 接近 中 性 温度 区 内 的 动物 增加 10 fii CTray- 
hum et al. ，1987)。 在 我 们 的 实验 中 ， 布 氏 田 筷 冷 
暴露 12h，UCPmRNA 与 B - actin 的 比率 就 出 对 照 
增加 了 269, mi 1d 增 加 为 2.14 售 ，21 a 增加 为 
4.51 f$, 28 d 时 又 有 所 下 降 ， 为 对 照 的 3.74 fi. 
表明 急性 冷 刺激 ，BAT 细胞 中 的 UCP 能 够 迅速 表 
达 ， 从 而 使 BAT 增加 产 热 ， 并 持续 在 整个 冷 暴露 
过 程 中 。UCP 基因 是 诱导 性 表达 的 ,多数 小 型 哺乳 
动物 的 热 中 性 区 都 高 于 室温 。“ 室 温 ” 对 闻 们 而 言 
便 是 一 种 发 强度 的 冷 刺 激 。 生 活 在 室温 下 的 大 鼠 ， 
BAT 中 UCP 的 基础 转录 相当 活 请 ,但 是 初始 转录 
产物 大 部 分 迅速 降解 ， 使 UCPmRNA 和 UCP 保持 在 
一 定 水 平 。 当 受 冷 刺激 时 ， 绝 大 部 分 初始 转录 产物 
脱离 降解 途径 而 被 加 工 成 为 成 熟 的 mRNA ， 参 与 
UCP 的 翻译 。 另 外 ， 急 性 冷 暴 圳 时 ，UCP 基因 转录 
起 始 的 水 平 帘 然 提高 ， 然 后 ， 随 冷 暴露 时 间 的 延长 
迅速 返回 基础 水 平 。 这 种 双重 机 制 不 仅 保证 细胞 中 
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UCP 浓度 迅速 提高 ,而且 其 反应 的 短暂 性 使 UCP 
mRNA 或 UCP 处 于 适当 的 生理 需求 水 平 ， 不 至 于 过 
度 表达 造成 能 量 的 浪费 (Rehnmark et aí., 1992), 
上 述 双 重 机 制 可 使 UCP mRNA 在 受 冷 刺激 时 爆发 性 
上 调 ， 在 持续 的 冷 暴 露 过 程 中 ，UCP mRNA 能 维持 
在 较 高 的 水 平 但 有 缓慢 下 降 的 趋势 (Rehnmark et 
al., 1992)。 

布 氏 田鼠 生 活 在 半 干 旱 的 大 陆 性 气候 的 内 蒙古 
草原 上 ， 夏 季 人 炎热 缺 水 ， 冬 季 严 寒 , 日 温差 大 。 面 
对 着 高 温 与 低温 的 双重 压力 , 布 氏 田鼠 必定 有 其 生 
理 适 应 机 制 。 它 的 基础 代谢 率 比 高 原 上 的 根 田 鼠 
低 ， 也 比 南 方 的 棕色 田鼠 低 〈 李 庆 芬 等 ，1994a )， 
有 利于 在 炎热 环境 中 生存 。 和 但 它 的 化 学 体温 调节 强 
度 相 对 高 ， 在 冷 暴 露 时 能 迅速 增加 NST 以 抵御 严寒 
( 李 庆 芬 等 ，1994b)。 较 低 的 基础 代谢 率 与 能 够 迅 
速 提高 的 NST 能 力 ， 使 布 氏 田鼠 能 够 很 好 地 适应 其 
生存 环境 。 布 氏 田 鼠 NST 的 提高 主要 是 通过 BAT 
增补 得 以 实现 ， 表 现在 细胞 数量 、 和 蛋白 含量 增加 以 
及 UCP mRNA 表达 上 调 各 个 方面 。 研 究 表明 布 氏 田 
鼠 经 过 长 期 进化 ， 对 于 冷 环境 产生 了 生理 、 细 胞 和 
分 子 各 个 水 平 上 的 很 好 适应 。 
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The Recruitment of Brown Adipose Tissue and Expression of 
Uncoupling Protein Gene in Brandt's Vole during Cold Exposure 
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Abstract: Brandt's voles ( Microtus brandti) were ran- 
domly divided into seven groups and exposed to cold 
temperature [12L:12D, (422) C] for 12 hours, 1, 
3, 7, 14, 21 and 28 days respectively; the control 
group was kept in warm place [ 12L:12D, (25 + 2) € ]. 
Compared with the control, the weight of BAT and the 
total contents of DNA in BAT decreased during cold ex- 
posure from 12 hours to 3 days, but increased signifi- 


cantly from 7 to 28 days. Cold exposure also induced 
the increase of protein contents of BAT. In molecular 
level, the contents of UCP mRNA in BAT increased 
significantly and reached peak at 21 days. The results 
suggested that cold exposure could induce the recruit- 
ment of BAT cell and the expression of UCP gene, re- 
sulting in the increase of adaptive thermogenesis in 


Brandt's voles. 
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